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Polyethylenglykol-derivatisierte Biomolekiile und deren Verwendung in 
heterogenen Nachweisverfahren 

Beschreibung 

Die Erf ihdung betrifft Verf ahren zum Nachweis eines Analyten in einer Probe 
und fur solche Verfahren geeignete Reagenzienkits. 

Verfahren zum Nachweis eines Analyten in einer Probe, bei denen eine 
Festphase verwendet wird, werden als heterogene Testformate bezeichnet. 
Ein Problem bei derartigen Verfahren besteht darin, date oftmals eine 
unspezifische Bindung von Bestandteilen der Probe oder von Testreagenzien 
an die Festphase auftritt, wodurch falsche Testergebnisse erhalten werden 
konnen. Besonders haufig werden diese unspezifischen Bindungen bei 
Proben aus Korperflussigkeiten, z.B. Serum oder Plasma beobachtet. Um 
diese unspezifischen Bindungen zu unterdrucken, besteht die Moglichkeit, 
den Reagenzien oberflachenaktive Substanzen wie z.B. Tween 20 zuzuset- 
zen (WO88/07683). Bekannt ist aufcerdem die Funktionalisierung von 
metallischen Oberflachen (Whitesides et al., Science 252 (1991), 1164- 
1166) und von oxidischen Oberflachen (EP-A-0 664 452) mit reaktiven 
Polyethylenglykol-Derivaten, um die unspezifische Bindung auf der 
Oberflache zu minimieren. 

Dem Stand der Technik zur Verringerung der unspezifischen Bindung von 
oberflachenaktiven Substanzen haben den Nachteil, date sie an der 
Festphase gebundeneMolekule, z.B. Festphasenrezeptoren, verdrangenund 
auf diese Weise die Testfunktion beeintrachtigen. Daruber hinaus werden 
als oberflachenaktive Substanzen in der Regel grofctechnisch hergestellte 
Waschmitteltenside verwendet, die in ihrer Zusammensetzung heterogen 
sind und gelegentlich Verunreinigungen enthalten. Die daraus resultierenden 
Chargenschwankungen f uhren oft zu Storungen und nicht reproduzierbaren 



Ergebnissen. Daruber hinaus konnen empfindliche Festphasenmolekule, z.B. 
Proteine, durch die oberflachenaktiven Substanzen in ihrer Struktur gestort 
und letztlich denaturiert werden. 

Die aus dem Stand der Technik bekannte Funktionalisierung von metalli- 
schen oder oxidischen Oberflachen mit Polyethylenglykol ist einerseits auf 
bestimmte Arten von Oberflachen beschrankt und andererseits nicht 
ausreichend, urn die unspezifische Bindung an eine auf der Festphasenober- 
flache aufgebrachte Schicht von Biomolekulen zu verhindern. 

Die der vorliegenden Erfindung zugrundeliegende Aufgabe bestand somit 
darin, ein neues Verfahren zur Verringerung der unspezifischen Bindung an 
eine Festphase beim Nachweis eines Analyten in einer Probe bereitzustellen, 
bei der die Nachteile des Standes der Technik mindestens teilweise 
vermieden werden konnen. 

Ein erster Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft ein Verfahren zum 
Nachweis eines Analyten in einer Probe, umfassend die Schritte: 

(a) Bereitstellen einer Festphase, umfassend in immobilisierter Form 
einen analytspezifischen Festphasenreaktanden und ein analytun- 
spezifisches Biomolekiil, das mit einem Poly (C 2 -C 3 )-AlkyIenoxid 
gekoppelt ist, 

(b) Inkubieren der Probe mit der Festphase und einem Testreagenz und 

(c) Nachweisen des Vorhandenseins oder/und der Menge des Analyten 
in der Probe. 

Durch Blockierung der Festphase mit einem Polyalkylenoxid-, insbesondere 
mit einem Polyethylenglykol-modifizierten analytunspezifischen Biomolekiil 
konnte eine deutliche Verringerung der unspezifischen Bindung von 
Probenbestandteilen an die Festphase erreicht werden, ohne date gleichzeitig 
die Testsensitivitat signifikant beeintrachtigt wurde. Die Zugabe des 
Blockierungsreagenz kann wahrend oder/und nach der Immobilisierung des 



Festphasenreaktanden erfolgen. Besonders bevorzugt wird eine mit einem 
analytspezifischen Festphasenreaktanden vorbelegte Festphase nachtraglich 
mit einem analytunspezifischen Biomolekul blockiert. 

Gute Ergebnisse wurden bei Verwendung von Festphasen erhalten, die 
"begrenzte Testflachen" aufweisen, d.h. mit einem Festphasenreaktanden 
belegte begrenzte Bereiche, die durch inerte Bereiche von weiteren 
Testflachen raumlich getrennt sind. Besonders bevorzugt sind flachig mit 
einer analytunspezifischen Vorbeschichtung, z.B. mit Streptavidin, 
uberzogene Festphasen, die mindestens eine raumlich begrenzte Testflache, 
auf der ein analytspezif ischer Festphasenraktand immobii-siert ist, enthalten . 
Die begrenzten Testflachen haben bevorzugt einen Durchmesser von 1 0 fjrc\ 
bis 1 0 mm. Besonders bevorzugt sind miniaturisierte Testflachen mit einem 
Durchmesser von 10 //m bis 2 mm. Weiterhin bevorzugt sind Festphasen 
mit mehreren Testflachen, die unterschiedliche analytspezifische Fest- 
phasenreaktanden enthalten konnen und auch als Array-Systeme bezeichnet 
werden (vgl. z.B. US-Patente 5,432,099; 5,516,635 und 5,126,276). Mit 
diesen Array-Systemen konnen mehrere Analytbestimmungen gleichzeitig 
an einer Probe durchgefuhrt werden. 

Die Festphase im erfindungsgemafcen Verfahren umfafct einen beliebigen 
Trager, wobei nichtporose Trager, z.B. Trager mit Kunststoff-, Glas-, Metall- 
oder Metalloxidoberflache bevorzugt sind. Auch porose Trager, wie etwa 
Teststreifen sind geeignet. 

Auf der Festphase wird ein analytspezifischer Festphasenreaktand 
immobilisiert, d.h. ein Biomolekul, welches einespezifische Wechselwirkung 
mit einem zu bestimmenden Analyten oder - im Falle kompetitiver Testfor- 
mate -mit einem Analogon eines zu bestimmenden Analyten eingehen kann. 
Beispiele fur analytspezifische Festphasenreaktanden sind Antikorper, 
Antigene, Peptide, Haptene, Nukleinsauren, Nukleinsaureanaloga, Glyko- 
proteine, Saccharide, Lipoproteine und andere Biomolekule. 



- 4 - 

Die Immobilisierung des Festphasenreaktanden kann nach bekannten 
Methoden erfolgen, z.B. durch direkte adsorptive Bindung, durch kovalente 
Kopplung oder vorzugsweise durch Kopplung uber hochaffine Bindepaare. 
Hierzu wird die Festphase zunachst mit einem ersten Partner eines 
5 hochaffinen Bindepaares belegt und daran ein Konjugat des Festphasenre- 
aktanden mit dem zweiten Partner des Bindepaares immobilisiert. Beispiele 
fur geeignete hochaffine Bindepaare sind Streptavidin oder Avidin/Biotin 
oder ein Biotinderivat (beispielsweise Desthiobiotin, Iminobiotin, Aminobiotin 
oder eine andere mit hoher Affinitat an Streptavidin oder Avidin bindefahige 
10 Substanz), Antikorper/Hapten (beispielsweise Digoxigenin, Fluorescein etc.), 
") ^ Antikorer/Antigen (beispielsweise Peptid oder Polypeptide Lectin/Zucker und 

Rezeptor/Ligand (beispielsweise ...). Besonders bevorzugt verwendet man 
als hochaffines Bindepaar Streptavidin oder Avidin/Biotin. 

15 Das erfindungsgemafle Verfahren umfa&t vorzugsweise das Blockieren 
unspezifischer Bindestellen auf der bereits mit dem analytspezifischen 
Festphasenreaktanden belegten Festphase durch Inkubieren mit einem 
Alkylenoxid-modifiziertenBindemolekul,dasalsBlockierungssubstanzwirkt- 
Zeitdauer und Temperatur der Inkubation konnen innerhalb weiter Bereiche 

20 variiert werden, beispielhaft sind Inkubationstemperaturen von 4°C bis 
40°C und Inkubationszeiten von 1 min bis 1 h. 

Als Blockierungssubstanzen geeignet sind analytunspezifische bzw. inerte 
Biomolekule, die an die Festphase bindefahig sind und nicht mit dem 

25 Nachweisverfahren interferieren, beispielsweise Proteine wie Albumine, 
unspezifische Antikorper oder Fragmente davon, oder Polysaccharide wie 
Dextrine etc. Die Bindung der Blockierungssubstanz an die Festphase kann 
uber adsorptive oder kovalente Wechselwirkungen erfolgen. Bevorzugt ist 
jedoch eine Bindung uber hochaffine Bindepaare. Insbesondere bei einer 

30 Festphase, die den Festphasenreaktanden immobilisiert uber ein hochaffines 
Bindepaar enthalt, verwendet man vorzugsweise eine Blockierungssubstanz, 
die den zweiten Partner des Bindepaares umfafct, z.B. ein biotinyliertes 
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Protein, das einen oder mehrere Polyalkylenoxidreste enthalt. Alternativ ist 
auch die Verwendung von Blockierungssubstanzen bevorzugt, bei denen ein 
oder mehrere Polyalkylenoxidreste direkt an den zweiten Partner des 
Bindepaares gekoppelt sind. 

Bevorzugte Blockierungssubstanzen sind Konjugate der allgemeinen 
Strukturformeln (la) oder (lb): 



P r [- (AO n )T] m (la) 
10 P r -l-HAO n )T] m (lb) 

worin 

P ein Partner eines hochaffinen Bindepaares ist, 

I ein Biomolekul ist, 

15 r eine Zahl von 1 bis 10 ist, 

AO eine (C 2 -C 3 )-Alkylenoxidgruppe ist, 

n eine Zahl von 5 bis 500 ist, 

T eine Endgruppe ausgewahlt aus OH, C^C^AIkoxy und ... ist und 

m eine Zahl von 1 bis 10 ist. 



20 



25 



P ist vorzugsweise ein Hapten, Biotin oder ein Biotinderivat. Besonders 
bevorzugt ist P Biotin oder ein Biotinderivat. I ist vorzugsweise ein 
Polypeptid oder Saccharid . Bei Konjugaten der Formel (la) ist r vorzugsweise 
1. 



AO kann eine (C 2 -C 3 )-Alkylenoxidgruppe sein, d.h. eine Ethylenoxid- oder 
/und eine Propylenoxidgruppe. Vorzugsweise ist AO eine Ethylenoxidgruppe, 
doch auch Kombinationen von Ethylenoxid- und Propylenoxidgruppen sind 
geeignet. n ist vorzugsweise eine Zahl von 10 bis 250 und besonders 
30 bevorzugt 20 bis 200. 



T ist vorzugsweise OH oder Methoxy . Bei Konjugaten der Strukturformel (la) 
ist m vorzugsweise 1 . 

Die Konjugate gemafc Strukturformel (la) und (lb) werden vorzugsweise als 
Blockierungsreagenzien in Nach weisverfahren eingesetzt. Nach Immobilisie- 
rung auf einer Festphase sind sie vorzugsweise nicht mehr in der Lage, uber 
die Komponente P eine hochaffine Bindung mit gelosten Biomolekulen in der 
Probe oder im Testreagenz einzugehen. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist eine Festphase mit einer 
Beschichtung, die ein oder mehrere Konjugate (la) oder/und (lb) und 
vorzugsweise einen analytspezifischen Festphasenreaktanden enthalt. Die 
erfindungsgemafcen Konjugate konnen zur Verringerung der unspezifischen 
Bindung an eine Festphase in einem Verfahren zum Nachweis eines 
Analyten eingesetzt werden, beispielweise in einem immunologischen oder 
einem Nukleinsaure-Hybridisierungsverfahren. Ein weiterer Gegenstand des 
ersten Aspekts der vorliegenden Erfindung ist ein Reagenzienkit zum 
Nachweis eines Analyten, der neben anderen Testkomponenten ein 
erfindungsgemafces Konjugat oder eine erfindungsgema&e Festphase 
enthalt. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform werden Biotin-Poly- 
ethylenglykolverbindungen verwendet, bei denen es sich um PEG-Ketten 
handelt, die an einem Kettenende mit einem Biotinrest funktionalisiert sind. 
Das andere Kettenende tragt vorzugsweise eine Hydroxyl- oder eine 
Methoxygruppe.DieBiotin-PEG-Konjugate werden auf eine Streptavidinfest- 
phase nach oder gleichzeitig mit einem biotinylierten analytspezifischen 
Festphasenreaktanden, z.B. einem Antikorper, aufgebracht. Das Konjugat 
bindet auf den noch zuganglichen freien Biotinbindestellen der Streptavidin- 
festphase. Das nicht gebundene Biotin-PEG-Konjugat kann durch Waschen 
entfernt werden. Die resultierende Festphase kann in diesem Zustand 
getrocknet werden, ohne daft eine Beintrachtigung der Funktion auftritt. Die 



- 7 - 

unspezifische Bindung einer mit einem erfindungsgemafSen Konjugat 
behandelten Oberflache ist gegenuber einer unbehandelten Oberflache oder 
gegenuber einer mit einer nicht-alkylenoxidmodifizierten Blockierungssub- 
stanz behandelten Oberflache stark vermindert. Ein weiterer Vorteil ist, dalS 
die erfindungsgemafce Festphase auch nach dem Aufbringen des Fest- 
phasenreaktanden mit dem Blockierungskonjugat behandelt und damit mit 
den gewunschten Eigenschaften versehen werden kann. Bei Festphasen, 
welche begrenzte Testflachen und eine durchgehende Vorbeschichtung 
aufweisen, wird sowohl innerhalb der Testflachen als auch au&erhalb dieser 
Testflachen (z.B. leereStreptavidinfestphase) einedeutlicheReduzierung der 
unspezifischen Bindung gefunden. Die Fahigkeit der Festphase zur Bindung 
des Analyten bleibt uberraschenderweise unbeeinflu&t. 

Ein zweiter Anspekt der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zum 
Nachweis eines Analyten in einer Probe umfassend die Schritte: 

(a) Bereitstellen einer Festphase, auf der ein Festphasenreaktand 
immobilisiert ist, wobei man einen modifizierten Festphasenreaktan- 
den verwendet, der mit einem Poly (C 2 -C 3 )-Alkylenoxid gekoppelt ist, 

(b) Inkubieren der Probe mit der Festphase und einem Testreagenz und 

(c) Nachweisen des Vorhandenseins oder/und der Menge des Analyten 
in der Probe. 

GemaB diesem zweiten Aspekt der Erfindung wird ein Polyalkylenoxid- 
modifizierter Festphasenreaktand auf der Festphase immobilisiert. Einerseits 
kann der modifizierte Festphasenreaktand ein universeller Festphasenreak- 
tand sein d.h. ein kovalent, adsorptiv oder uber ein hochaffines Bindepaar 
auf der Festphase immobilisierter Reaktand, der nicht spezifisch mit dem 
Analyten, sondern mit einem weiteren Festphasenreaktanden reagieren 
kann. Beispiele fur universelle Festphasenreaktanden sind beispielsweise 
Streptavidin oder Anti-Hapten-Antikorper, die mit einem biotinylierten oder 
Hapten-konjugierten analytspezifischen weiteren Festphasenreaktanden 
reagieren konnen. Andererseits oder zusatzlich kann auch der analytspezi- 



T eine Endgruppe ausgewahlt aus OH, C^C^AIkoxy ... und ist und 
m eine Zahl von 1 bis 10 ist, 

und worin die Konjugate vorzugsweise mindestens eine Bindungsstelle 
aufweisen, die nach Immobilsierung der Konjugate auf einer Festphase noch 
eine hochaffine Bindung mit einem loslichen Reaktanden eingehen kann. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform werden Konjugate der 
allgemeinen Strukturformel (III) verwendet: 

P r .F r [-(AO) n -T] m (III) 



wobei 

P' ein Partner eines hochaffinen Bindepaares ist, 

r' eine Zahl von 1 bis 10 ist, 

F ein Biomolekul ist, 

r eine Zahl von 1 bis 10 ist und 

AO, n, T und m wie fur Konjugate der Strukturformel (II) definiert sind. 

Konjugate der Strukturformeln (II) und (III) werden vorzugsweise als 
universelle oder analytspezifische Festphasenreaktanden in Nachweisver- 
fahren eingesetzt. 

Der zweite Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft auch eine Festphase 
mit einer Beschichtung, die Konjugate der allgemeinen Strukturformel (II) 
oder/und (III) enthalt. Die Konjugate konnen zur Verringerung der un- 
spezifischen Bindung an eine Festphase in einem Verfahren zur Bestimmung 
eines Analyten beispielsweise in einem immunologischen Verfahren oder 
einem Nukleinsaure-Hybridisierungsverfahren eingesetzt werden. Weiterhin 
betrifft der zweite Aspekt der Erfindung einen Reagenzienkit zum Nachweis 
eines Analyten, neben anderen Testkomponenten ein Konjugat der 
allgemeinen Strukturformel (II) oder (III) oder eine mit einem solchen 
Konjugat belegte Festphase enthalt. 
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Ein dritter Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft ein Verfahren zum 
Nachweis eines Analyten in einer Probe umfassend die Schritte: 

(a) Bereitstellen einer Festphase, auf der ein analytspezifischer Fest- 
phasenreaktand immobilisiert ist, 

(b) Inkubieren der Probe mit der Festphase und einem Testreagenz, 
wobei das Testreagenz einen analytspezifischen modifizierten 
loslichen Reaktanden enthalt, der mit einem Poly (C 2 -C 3 )-AlkyIenoxid 
gekoppelt ist, und 

(c) Nachweisen des Vorhandenseins oder/und der Menge des Analyten 
in der Probe. 

In diesem Aspekt der Erfindung wird ein modifizierter loslicher analyt- 
spezifischer Reaktand verwendet, d.h. ein mit einem zu bestimmenden 
Analyten oder/und Analytanalogon spezifisch bindefahiges Biomolekul. Der 
modifizierte losliche Reaktand kann direkt markiert sein, d.h. eine Markie- 
rungsgruppe, z.B. eine Enzym-, Fluoreszenz- Oder Elektrochemilumineszenz- 
markierungsgruppe tragen. Andererseits kann der losliche Reaktand auch 
indirekt markiert sein # d.h. er tragt eine mit einer nachweisbaren Markie- 
rungsgruppe reaktive Gruppe, z.B. ein Hapten, welches wiederum mit einem 
markierten Anti-Hapten-Antikorper reagieren kann. 

Der modifizierte losliche Reaktand wird vorzugsweise ausgewahlt aus 
Antikorpern, Antigenen, Nukleinsauren, Nukleinsaureanaloga und Lectinen. 

GemaB diesem dritten Aspekt der vorliegenden Erfindung werden vorzugs- 
weise Konjugate der allgemeinen Strukturformel (IV) verwendet: 



M s -F"-HAO) n T] 



m 



(IV) 



30 



worin 

M eine Markierungsgruppe Oder eine mit einer Markierungsgruppe 
reaktive Gruppe ist, 



s eine Zahl von 1 bis 10 ist, 

F" ein losliches Biomolekul insbesondere ausgewahlt aus Antikor- 
pern, Antigenen, Nukleinsauren, Nukleinsaureanaloga und 
Lectinen ist und 

AO, n, T und m wie fur Konjugate der Strukturformel (II) definiert 
sind. 

Diese Konjugate konnen zur Verringerung der unspezifischen Bindung an 
eine Festphase in einem Verfahren zur Bestimmung eines Analyten, 
insbesondere in einem immunologischen Bestimmungsverfahren, einem Nu- 
kleinsaure-Hybridisierungsverfahren oder einem Zucker-Lectin-Bestimmungs- 
verfahren eingesetzt werden. Weiterhin betrifft dieser dritte Aspekt der 
vorliegenden Erfindung einen Reagenzienkit zum Nachweis eines Analyten, 
der neben anderen Testkomponenten ein Konjugat der allgemeinen Formel 
(IV) enthalt. 

GemaB einem vierten Aspekt betrifft die vorliegende Erfindung ein Verfahren 
zur Verringerung der unspezifischen Bindung an eine Festphase beim 
Nachweis eines Analyten in einer Probe, dadurch gekennzeichnet, date man 
mindestens ein Reagenz verwendet, welches eine mit einem Poly (C 2 -C 3 )- 
Alkylenoxid gekoppelte Substanz enthalt. 

Die mit einem Poly (C 2 -C 3 )-Alkylenoxid gekoppelte Substanz wird vorzugs- 
weise ausgewahlt aus 

(i) Blockierungssubstanzen, 

(ii) universellen Festphasenreaktanden, 

(iii) analytspezifischen Festphasenreaktanden und 

(iv) loslichen Reaktanden 

Vorzugsweise verwendet man bei dem Verfahren mehr als eine Alkylenoxid- 
modifizierte Klasse von Substanzen. 
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Ein Gegenstand dieses vierten Aspekts der Erfindung ist ein Reagenzienkit 
zum Nachweis eines Analyten, umfassend mindestens ein Reagenz, welches 
eine mit einem Poly (C 2 -C 3 )-Alkylenoxid gekoppelte Substanz enthalt, die 
vorzugsweise ausgewahlt wird aus einer der zuvor genannten Substanz- 
klassen. 

Weiterhin wird die Erfindung durch die nachfolgenden Beispiele erlautert. 



1 . Synthese eines Biotin-Polyethylenglykol (PEG)-Konjugats (MW 3499) 



550 mg 1-Amino-PEG (Fa. Shearwater Polymers) wurden in 10 ml Dioxan 
gelost. Zu dieser Losung wurden 60 mg Triethylamin und anschlieSend 
100 mg Biotin-OSu-Ester (Boehringer Mannheim) gegeben. Das Gemisch 
wurde 2,5 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Anschliefcend wurde das 
Produkt saulenchromatographisch gereinigt. Die Ausbeute betrug 30%. 

2. Synthese eines Biotin-Methoxypolyethylenglykol-Konjugats 



Beispiele 




(MW 5000) 



9 



HN ' 



NH 



O 



* 



y / 





n~114 
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150 mg Aminomethoxy-PEG (Fa. Sigma) wurden in 100 ml Dioxan gelost 
und anschliefSend mit 2 g Biotin-OSu-Ester, gelost in 60 ml DMF, versetzt. 
Nach der Zugabe von 40 mg Triethylamin wurde 3 Stunden bei Raumtempe- 
ratur und weitere 3 Stunden bei 70°C geruhrt. Die Losungsmittel wurden 
anschlieftend abgezogen und das Produkt saulenchromatographisch 
gereinigt. Die Ausbeute betrug 57%. 

3. Herstellung einer Biotin-PEG Festphase 

Auf eine Strepatvidin Festphase (p-Styrol beschichtet mit an thermisch 
polymerisiertes Rinderserumalbumin (RSA) gebundenem Streptavidin) 
wurden mittels Microdosiertechnik biotinylierte, gegen TSH gerichtete 
Antikorper in Form von Flachen mit einem Durchmesser von ca. 0,1 mm 
aufgebracht. Diese Festphase wurde nach dem Aufbringen der Antikorper- 
flachen mit Phosphatpuffer pH 7,5, der 50 //g/ml Bi-PEG enthalt, nach- 
behandelt. Nach 2 minutiger Inkubation wurde nachgewaschen und 
getrocknet. 

4. Untersuchung der unspezifischen Bindung an die Bi-PEG beschichtete 
Festphase 

Die nach dem in Beispiel 3 beschriebenen Verfahren hergestellte Festphase 
wurde mit folgendem System bewertet: Nach Inkubation mit analytfreiem 
Probenmaterial (p24-freies Humanserum bzw. Enzymun®-TSH O-Standard) 
und anschliefcendem Waschschritt wurden die mit Humanserum inkubierten 
Festphasen mit digoxygeniliertem Nachweisreagenz (p24-Dig-Konjugat, 
sowie mit Anti-Human IgG-Antikorper-Dig-Konjugat) inkubiert. Die digoxyge- 
nilierten Reagenzien sind nicht spezifisch gegenuber dem Anti-TSH- 
Antikorper, d.h. sie enthalten keinen Analyten, stellen aber Marker fur die 
Hohe der unspezifischen Bindung dar. Nach einem Waschschritt wurde die 
unspezifische Bindung durch einen fluoreszenzgefarbten, mit Anti-Dig- 
Antikorpern markierten Latex bestimmt. Die mittels fluoreszenzmikroskopi- 



m • 
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scher Techniken erhaltenen Signale wurden mit optischer Bildauswertung 
quantifiziert und in Counts/sec. angegeben. Gemessen wurde die FIuo- 
reszenzintensitat innerhalb der Testflachen (mit biotinyliertem TSH- 
Antikorper) sowie auBerhalb der Testflachen (Untergrund ohne Antikorper- 
beschichtung). 

Tabelle 1 : Ergebnisse in der Testflache {mit TSH-Anitkorpern) in 
Counts/sec 



Festphase 


Nachweisreagenz 




TSH O-Standard 


p24-Dig 


<h-lgG>-Dig 


ohne Bi-PEG 


65 


1897 


1612 


mit Bi-PEG 


31 


740 


1231 



Tabelle 2: Ergebnisse im Untergrund (Streptavidin-Festphase) in 
Counts/sec 



Festphase 


Nachweisreagenz 




TSH O-Standard 


p24-Dig 


<h-lgG>Dig 


ohne Bi-PEG 


51 


766 


654 


mit Bi-PEG 


17 


136 


140 



In alien Fallen fuhrte der Zusatz von Bi-PEG zu einer deutlichen Ver- 
minderung an unspezifischer Bindung auf der Festphase. 

5. Synthese eines Streptavidin-Polyethylenglykol-Konjugats 

Streptavidin und PEG-OSu wurden in Phosphatpuffer gelost und in der 
jeweils gewunschten Stochiometrie, vorzugsweise 1:1 bis 1:5 zusammen- 
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gegeben. Nach 2 h Reaktion bei Raumtemperatur (?) wurcle das Reaktions- 
gemisch gegen Phosphatpuffer mit 0 # 05% Natriumazid dialysiert und bei 
4°C gelagert. 

6. Hersteilung einer universellen Streptavidin-PEG-Festphase 

Ein Reaktionsgefafc wurde mit einer Losung, die biotinyliertes Tragerprotein, 
{RSA-Biotin oder Thermo RSA-Biotin) in einer Konzentration von 100//g/ml 
enthalt, befullt und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Dann wurde die 
Losung abgesaugt und das beschichtete Reaktionsgefafc mit Phosphatpuffer 
gespult und erneut abgesaugt. 

Anschlie&end wurde Streptavidin-PEG in einer Konzentration von 50 //g/ml 
in Phosphatpuffer mit 1% RSA zugegeben und 15 min inkubiert. Danach 
wurde die Losung abgesaugt und durch Zugabe von Phosphatpuffer mit 1 % 
RSA und 2% Saccharose gewaschen. Nach erneutem Absaugen und 
Trocknen wurde die Festphase bei 4°C in luftdichter Verpackung gelagert. 

7. Kerstellung einer spezifischen Streptavidin-PEG-Festphase 

Ein Reaktionsgefafc wurde mit einer Losung, die biotinyliertes Tragerprotein 
in einer Konzentration von 100 //g/ml enthielt, befullt und 5 min inkubiert. 
Die Losung wurde abgesaugt, mit Phosphatpuffer gespult und erneut 
abgesaugt. Dann wurde Streptavidin-PEG (cO/yg/ml) in Phosphatpuffer mit 
1 % RSA zugegeben und 1 5 min inkubiert. Die Losung wurde abgesaugt, mit 
Phosphatpuffer gespult und erneut abgesaugt. 

Dann wurde ein biotinylierter Antikorper, z.B. ein monoklonales Anti-TSH- 
Ant korper-Feb' 2 -Fragment (5/yg/ml) zugegeben und 15 min inkubiert. Die 
Losung wurde abgesaugt, durch Zugabe von Phosphatpuffer mit 1 % RSA, 
2% Saccharose gespult und erneut abgesaugt. Nach Trocknen wurde c,e 
Festphase bei 4°C in luftdichter Verpackung gelagert. 
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8.1 Bewertung von Streptavidin-PEG Festphasen 

Ein ReaktionsgefaS mit der Festphase aus Beispiel 6 oder 7 wurde mit einer 
vorverdiinnten analytf reien Probe (Pferdeserum 1 : 1 verdunnt mit Beladepuf- 
fer 50 mM Tris/HCI pH 7,5, 0,5% RSA, 0,05% Tween 20, 0,9% NaCI) 20 
min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Waschen wurde 20 min in 
Gegen wart von Signalantikorper (1 /yg/mlmonoklonaler Anti-TSH-Antikorper 
IgG-Digoxigenin-Konjugat in Beladepuffer) inkubiert und erneut gewaschen. 

Nach Zugabe von Nachweisreagenz (0,01 % Losung von FIuoro-Beads mit 
monoklonalem Anti-Digoxigenin-Antikorper-IgG beschichtet) wurde 20 min 
inkubiert, gewaschen und das Fluoreszenzsignal gemessen. 

Tabelle 3: Fluoreszenzleerwerte (arb. units) auf unterschiedlichen Fest- 
phasen 





unspezifische Festphase 


spezifische Festphase 


SA underivatisiert 


199 


373 


SA-PEG (1:1) 


114 


1 14 


SA-PEG (1:5) 


(100) 


(100) 



8.2 Unspezifische Bindung von Pufferbestandteilen 

Ein ReaktionsgefafS mit der Festphase aus Beispiel 6 oder 7 wurde wie im 
Beispiel 8.2 beschrieben mit einer Pferdeserumprobe befulltund gewaschen. 
Dann wurden 0,2/yg/ml p24-Digoxigenin in Beladepuffer zugegeben, 20 min 
inkubiert und gewaschen. Dann wurde Nachweisreagenz (vgl. 8.1) 
zugegeben, erneut 20 min inkubiert, gewaschen und das Fluoreszenzsignal 
gemessen. Die Ergebnisse sind in Tabelle 4 dargestellt. 
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Tabelle 4: unspezifische Bindung von p24-Digoxigenin (arb. units) auf 
unterschiedlichen Festphasen 





unspezifische Festphase 


spezifische Festphase 


SA underivatisiert 


691 


O1500) 


SA-PEG (1:1 


260 


660 


SA-PEG (1:5) 


124 


365 



8.3 Unspezifische Bindung von humanen IgG-Antikorpern 

Ein Reaktionsgefafc mit den in Beispiel 6 und 7 hergestellten Festphasen 
wurde wie in 8.1 beschrieben, mit einer Probe befullt und gewaschen. Die 
Probe war Humanserum, 1:19 mit Beladepuffer verdunnt. 

Dann wurden 1 ,0//g/ml monoklonaler Anti-human-lgG-Antikorper-Digoxige- 
nin-Konjugat in Beladepuffer zugegeben und gewaschen. Anschlie&end 
wurde das Nachweisreagenz zugegeben, 20 min inkubiert, erneut gewa- 
schen und das Fluoreszenzsignal gemessen. Die Ergebnisse sind in der 
nachfolgenden Tabelle 5 dargestellt. 

Tabelle 5: unspezifische Bindung von Humanantikorpern (arb. units) auf 
unterschiedlichen Festphasen 





unspezifische Festphase 


spezifische Festphase 


SA underivatisiert 


2549 


O3000) 


SA-PEG (1:1) 


944 


1749 


SA-PEG (1:5) 


515 


834 
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9. Herstetlung von Antikorper-PEG-Konjugaten 

Die Herstellung von PEG-Antikorper-Konjugaten erfolgte wie in Beispiel 5 
beschrieben, au&er date an Stelle von Streptavidin ein biotinylierter 
Antikorper verwendet wurde. 

10. Herstellung von mit PEG-Antikorper-Konjugaten beschichteten 
Festphasen 

Ein ReaktionsgefaB wurde mit einer Losung, die mit 1 00/yg/ml biotinyliertes 
Tragerprotein (RSA-Biotin oder tRSA-Biotin) enthalt, 5 min inkubiert. Dann 
wurde die Losung abgesaugt, mit Phosphatpuffer gespiilt und erneut 
abgesaugt. 

AnschlieBend wurden 50//g/ml Streptavidin in Phosphatpuffer mit 1 % RSA 
zugegeben und 15 min inkubiert. Diese Losung wurde abgesaugt, mit 
Phosphatpuffer gespult und erneut abgesaugt. AnschlieSend wurden 
5 /yg/ml biotinylierter IgG-Antikorper, z.B. ein monoklonales Anti-TSH-Fab' 2 - 
Antikorperfragment, zugegeben und 1 5 min inkubiert. Die Losung wurde 
abgesaugt und ein Spulschritt mit Phosphatpuffer, 1 % RSA, 2% Saccharose 
durchgefuhrt. Nach erneutem Absaugen wurde das Reaktionsgefafc 
getrocknet und bei 4°C in luftdichter Verpackung gelagert. 

1 1 . Bewertung 
11.1 Leerwert 

Die Bestimmung eines Leerwerts der in Beispiel 10 hergestellten Festphase 
erfolgte wie in Beispiel 8.1 beschrieben. Die Ergebnisse sind in Tabelle 6 
dargestellt. 
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Tabelle 6: Fluoreszenzleerwerte (arb. units) auf unterschiedlichen 
Festphasen 





Signale (arb. units) 


AK underivatisiert 


270 


AK-PEG (1:1) 


94 


AK-PEG (1:5) 


57 



11.2 Unspezifische Bindung von Pufferbestandteilen 

Die unspezifische Bindung von Pufferbestandteilen an die in Beispiel 10 
hergestellte Festphase wurde wie unter Beispiel 8.2 beschrieben bestimmt. 
Die Ergebnisse sind in Tabelle 7 dargestellt. 



Tabelle 7: unspezifische Bindung von p24-Digoxigenin (arb. units) auf 
unterschiedlichen Festphasen 





spezifische Festphase 


AK underivatisiert 


26658 


AK-PEG (1:1) 


23519 


AK-PEG (1:5) 


7998 



11.3 Bestimmung der unspezifischen Bindung von Human-Antikorpern 
(IgG) 

Die Bestimmung der unspezifischen Bindung von humanen IgG-Antikorpern 
an die in Beispiel 10 hergestellte Festphase erfolgte wie unter Beispiel 8.3 
beschrieben. Die Ergebnisse sind in Tabelle 8 dargestellt. 
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Tabelle 8: unspezifische Bindung von Humanantikdrpern (arb. units) auf 
unterschiedlichen Festphasen 





spezifische Festphase 


AK underivatisiert 


11379 


AK-PEG <1:1) 


10475 


AK-PEG (1:5) 


4446 



Beispiel 12 Durchfuhrung eines <HIV I> Tests und Testergebnisse mit 
Negativproben 



Auf einen Polystyroltrager wurde auf eine Testflache von ca. 100 //m 
Durchmesser ein Antigen aufgebracht, welches das gp41 des HIV-l-Virus 
reprasentiert. Auf die Testflache wurden 30 /j\ mit Probenpuffer vorver- 
dunnte Probe pipettiert und 20 Minuten unter Schutteln bei Raumtemperatur 
inkubiert. Nach Absaugen der Probe und Waschen des Testfeldes mit 
Waschpuffer wurden 30 fj\ Reagenzlosung mit einem Dig-markierten gp41 - 
reprasentierenden HIV l-Antigen pipettiert und wiederum 20 Minuten unter 
Schutteln bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Absaugen der Reagenzlosung 
und Waschen des Testfeldes mit Waschpuffer werden 30 fj\ Nachweisrea- 
genz auf das Testfeld pipettiert. Als Nachweisreagenz dienen 100 nm 
grofce, fluoreszenzgefarbte Latexpartikel, die kovalent mit einem Anti-Dig- 
Antikorper beschichtet sind. 

Dieses Nachweisreagenz wurde wiederum 20 Minuten unter Schutteln bei 
Raumtemperatur inkubiert, anschliefcend abgesaugt, gewaschen und 
trockengesaugt. Das Testfeld wurde mit einem He-Ne-Laser mit 633 nm 
Wellenlange bestrahlt und die Fluoreszenz bei 670 nm Wellenlange mit einer 
CCD-Kamera vermessen. 

Folgende testspezifischen Reagenzien wurden verwendet: 



Festphasenantigen: 
Nachweisantigen: 
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Polyhapten aus gp41-Peptid 

Polyhapten aus pg41-Peptid, Dig-markiert. 



Folgende Mefcwerte (Counts) wurden gemessen: 



Probe 


Untergrund* 
(Counts] 


Signal Testfeld 
[Counts] 


Signal Test- 
feld - 
Untergrund 


Cut-off- 
Index** 


Negativkon- 
trolle 


148 


148 


0 


0,0 


Positiv Probe 1 


178 


26435 


26257 


88,1 


Positivprobe 2 


172 


22908 


22376 


76,8 


Negativprobe 1 


101 


101 


0 


0,0 


Negativprobe 2 


103 


103 


0 


0,0 


Negativprobe 3 


93 


93 


0 


0,0 


Negativprobe 4 


98 


98 


0 


0.0 


Negativprobe 5 
(S441) 


86 


4401 


4315 


14,6 


Negativprobe 6 
(S480) 


137 


2690 


2553 


8,6 


Negativprobe 7 
(S486) 


107 


3833 


3726 


12,6 


Negativprobe 8 
(S520) 


116 


4331 


4215 


14,2 



Untergrund entspricht Signal neben den Testfeldern 



Cut-off-Index = Signal Probe -Signal umergrund /2 x Signal NegativkonuoIIe 
Cut-off-Index < 1 = negativ 



Die obige Tabelle spiegelt einen Ausschnitt aus einer Spezifitatsstudie 
wieder. In dieser Studie wurden ca. 240 <HIV l> negative Proben ver- 
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messen. Der GroRteil der Proben (z.B. Negativproben 1-4) zeigte keine 
Reaktion auf den Testfeldern und war somit eindeutig negativ. Allerdings 
wurden 4 Proben (Negativproben 5-8) gefunden, die eine starke unspezi- 
fische Reaktion auf den Testfeldern zeigten und somit als falsch positiv 
detektiert wurden. 

Beispiel 13 Verbesserung der Spezifitat durch PEG-derivatisiertes Fest- 
phasenantigen 

In diesem Versuch wurde ein <HIV I> Test analog Beispiel 12 durch- 
gefuhrt. Im Unterschied dazu wurden auf dem identischen Testtrager neben 
dem HIV l-Antigen zusatzlich ein identisches Antigen aufgebracht, welches 
im Stochiometrieverhaltnis von 1:1 mit PEG 500 derivatisiert wurde. 



Folgende Me&werte wurden erhalten: 



Probe 


Unter- 
grund* 
[Counts] 


Polyhapten-gp41 - 
Peptid 


Polyhapten-gp41 - 
Peptid-PEG 






Counts** 


cor** 


Counts** 


COI*** 


Negativ-Kontr. 


52 


0 


0.0 


31 


0.3 


Positiv-Kontr. 


63 


286 


2.0 


8383 


80 


Positivprobe 1 


212 


11752 


1 1 1 


6227 


57.8 


Positivprobe 2 


84 


1632 


14.9 


3762 


35.3 


S441 


50 


1061 


9.7 


79 


0.3 


S480 


53 


871 


7.9 


102 


0.5 


S486 


44 


1041 


9.6 


98 


0.5 


S520 


44 


1260 


1 1.7 


84 


0.4 



Untergrund entspricht Signal neben den Testfeldern 
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Signal^-Signal^^ 
*** COI = Cut-off-Index = Signal^e-Signal^^/2 x Signal Negativkontrone 
Cut-off-Index < 1 = negativ 

Dieses Ergebnis zeigt, date die unspezifische Bindung der Storproben in den 
<HIV I > -Testflache durch Verwendung des neuen PEG-derivatisierten 
Antigens drastisch reduziert wird # so date alle 4 Storproben negativ werden. 
Uberraschenderweise kann die PEG-Derivatisierung sogar zu einer starken 
Erhohung des Signals von Positivproben fuhren (siehe Positivkontrolle und 
Positivprobe 1). 

14. Nachweis von HBs-Antigen 

Auf einen Polystyroltrager wurde auf eine Testflache von ca. 1 00 jjm Durch- 
messer ein monoklonaler Antikorper gegen HBs-Antigen aufgebracht. Auf 
eine weitere Testflache wurde derselbe Antikorper in Form eines PEG- 
Konjugats (Herstellung Beispiel 9) aufgebracht. Auf die Testflache wurden 
dann 30 jj\ mit Probenpuffer vorverdunnte Probe pipettiert und 20 min unter 
Schutteln in Raumtemperatur inkubiert. Nach Absaugen der Probe und 
Waschen der Testflache mit Waschpuffer werden 30 //I Reagenzlosung mit 
Digoxigenin-markiertem Anti-HBsAg-Antikorper zupipettiert und wiederum 
20 min unter Schutteln bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Absaugen der 
Losung und Waschen der Testflache mit Waschpuffer wurden 30 //I 
Nachweisreagenz (Beispiel 8.3) auf die Testflache pipettiert. 

Der Nachweis erfolgte wie in Beispiel 8.1 beschrieben. 

Untersucht wurden ein positiver Standard, ein negativer Standard sowie 
funf Negativseren, die kein HBsAg enthalten, aber im Test dennoch 
signifikant positive Signale liefern, die auf analytunspezifische Wechselwir- 
kungen mit der Festphase zuruckzufuhren waren. In der Tabelle 9 sind die 
Ergebnisse dieser Versuche aufgelistet. Es ist klar zu erkennen, dafc die 
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unspezifischen Bindungen mit PEG-derivatisierten Antikorper sehr viel 
niedriger ausfallen, als bei unbehandelten Antikorpern. 

Tabelle 9 





Medsignal 


Probe 


MAK<HBs> 


MAK < HBs > PEG 


ros. Standard 


1080 


960 


Neg. Standard 


1,3 


1,7 


Negativserum 1 


16 


3,4 


Negativserum 2 


28 


12 


Negativserum 3 


15 


1,3 


Negativserum 4 


11,5 


2 


Negativserum 5 


18 


9 
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Anspruche 

Verfahren zum Nachweis eines Analyten in einer Probe, umfassend 
die Schritte: 

(a) Bereitstellen einer Festphase umfassend in immobilisierter 
Form einen analytspezifischen Festphasenreaktanden und ein 
analytunspezifisches Biomolekul, das mit einem Poly (C 2 -C 3 )- 
Alkylenoxid gekoppelt ist, 

(b) Inkubieren der Probe mit der Festphase und einem Testreagenz 
und 

(c) Nachweisen des Vorhandenseins oder/und der Menge des 
Analyten in der Probe. 

Verfahren nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man eine Festphase verwendet, die mindestens eine begrenzte 
Testflache aufweist. 

Verfahren nach einem der Anspruche 1 Oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafc man eine Festphase verwendet, die mit einem ersten Partner 
eines hochaffinen Bindepaares belegt ist, an die ein Konjugat des 
analytspezifischen Festphasenreaktanden mit dem zweiten Partner 
des Bindepaares immobilisiert wird. 

Verfahren nach Anspruch 3, 
dadurch gekennzeichnet, 

da(S das hochaffine Bindepaar ausgewahlt wird aus Streptavidin oder 
Avidin/Biotin oder ein Biotinderivat, Antikorper/Hapten, Antikorper/- 
Antigen, Lectin/Zucker und Rezeptor/Ligand. 



- 26 - 



Verfahren nach Anspruch 4, 
dadurch gekennzeichnet, 

daR man als hochaffines Bindepaar Streptavidin oder Avidin/Biotin 
verwendet. 

Verfahren nach einem der Anspruche 3 bis 5, 
dadurch gekennzeichnet, 

date man eine Blockierungssubstanz verwendet, die den zweiten 
Partner des Bindepaares umfaBt. 

Verfahren nach einem der Anspruche 3 bis 5, 
dadurch gekennzeichnet, 

dalS man eine Blockierungssubstanz verwendet, bei der ein oder 
mehrere Polyalkylenoxidreste direkt an den zweiten Partner des 
Bindepaares gekoppelt sind. 

Konjugate der allgemeinen Strukturformel (la) oder (lb): 



P r [- (AO n )T] m 
P r -l-HAO n )T] 



m 



(la) 



(lb) 



worm 



P 



ein Partner eines hochaffinen Bindepaares ist, 
ein inerter Trager ist, 
eine Zahl von 1 bis 10 ist, 



r 



AO 



eine (C 2 -C 3 )-Alkylenoxidgruppe ist, 
eine Zahl von 5 bis 500 ist, 



n 



T 



eine Endgruppe ausgewahlt aus OH, C^C^AIkoxy und ... ist 
und 



m 



eine Zahl von 1 bis 10 ist. 
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9. Konjugate nach Anspruch 8, 

worin P Biotin oder ein Biotinderivat ist 

10. Festphase mit einer Beschichtung, die ein Konjugat nach Anspruch 
5 8 oder 9 enthalt. 

1 1 . Verwendung eines Konjugats nach Anspruch 8 oder 9 zur Ver- 
ringerung der unspezifischen Bindung an eine Festphase in einem 
Verfahren zum Nachweis eines Analyten. 

10 

1 2. Verwendung nach Anspruch 1 1 in einem Verfahren ausgewahlt aus 
immunologischen Bestimmungsverfahren und Nukleinsaure-Hybridi- 
sierungsverfahren. 

15 13. Reagenzienkit zum Nachweis eines Analyten, der neben anderen 
Testkomponenten ein Konjugat nach Anspruch 8 oder 9 oder eine 
Festphase nach Anspruch 10 enthalt. 

14. Verfahren zum Nachweis eines Analyten in einer Probe umfassend 
20 die Schritte: 

(a) Bereitstellen einer Festphase, auf der ein Festphasenreaktand 
immobilisiert ist, wobei man einen modifizierten Festphasenre- 
aktanden verwendet, der mit einem Poly (C 2 -C 3 )-Alkylenoxid 
gekoppelt ist, 

25 (b) Inkubieren der Probe mit der Festphase und einem Testreagenz 

und 

(c) Nachweisen des Vorhandenseins oder/und der Menge des 
Analyten in der Probe. 



30 



10 
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15. Verfahren nach Anspruch 14, 
dadurch gekennzeichnet, 

daliman einen modifizierten universellen Festphasenreaktanden auf 
der modifizierten Festphase immobilisiert. 

16. Verfahren nach einem der Anspruche 14 oder 15, 
dadurch gekennzeichnet, 

date man einen modifizierten analytspezifischen Festphasenreaktan- 
den auf der Festphase immobilisiert. 



: 17. Verfahren nach Anspruch 15, 



dadurch gekennzeichnet, 

dafiman einen universellen modifizierten Festphasenreaktanden ver- 
wendet, der ein Partner eines hochaffinen Bindepaares oder ein 
is Konjugat eines analytunspezifischen Biomolekuls mit einem Partner 

eines hochaffinen Bindepaares ist. 

18. Verfahren nach Anspruch 17, 
dadurch gekennzeichnet, 

20 daR man einen universellen modifizierten Festphasenreaktanden 

ausgewahlt aus Streptavidin, Avidin, Hapten-spezifischen Antikorp- 
ern, Lectinen und polymeren Konjugaten davon verwendet 

19. Verfahren nach Anspruch 17, 
25 dadurch gekennzeichnet, 

da& man einen universellen modifizierten Festphasenreaktanden 
ausgewahlt aus Konjugaten von inerten Polypeptiden oder Polysa- 
cchariden gekoppelt mit Biotin, Biotinderivaten, Haptenen oder 
Zuckern verwendet. 



30 



* • 
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20. Verfahren nach Anspruch 16, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man einen analytspezifischen modifizierten Festphasenreaktan- 
den verwendet, der ein Konjugat mit einem Partner eines hochaffinen 
5 Bindepaares ist. 



21. Verfahren nach Anspruch 20, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafS man einen analytspezifischen modifizierten Festphasenreaktan- 
10 den ausgewahlt aus analytspezifischen Antikorpern, Antigenen, Nu- 

kleinsauren, Nukleinsaureanaloga und Lectinen verwendet. 

22. Konjugate der allgemeinen Strukturformel (II): 



15 F[-(AO n )T] m (II) 

worin 

F ein Biomolekul ist, das ein Partner eines hochhaffinen Binde- 
paares ist, ausgewahlt aus Lectinen, Streptavidin, Avidin und 
20 Anti-Hapten-Antikorpern ist, 

r eine Zahl von 1 bis 10 ist, 
AO eine C 2 -C 3 -Alkylenoxidgruppe ist, 
n eine Zahl von 5 bis 500 ist, 

T eine Endgruppe ausgewahlt aus OH, C r C 4 -Alkoxy ... ist und 
25 m eine Zahl von 1 bis 10 ist. 

23. Konjugate der allgemeinen Strukturformel (III): 

P r .-F r -(AO) n -T]m (III) 



30 



wobei 

P' ein Partner eines hochaffinen Bindepaares ist, 



• 
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eine Zahl von 1 bis 10 ist, 
ein Biomolekul ist, 



r 



eine Zahl von 1 bis 10 ist und 



5 



10 




15 



20 



AO, n, T und m wie in Anspruch 22 definiert sind. 

24. Festphase mit einer Beschichtung, die ein Konjugat nach Aspruch 22 
oder 23 enthalt. 

25. Verwendung eines Konjugats nach Anspruch 22 oder 23 zur 
Verringerung der unspezifischen Bindung an eine Festphase in einem 
Verfahren zur Bestimmung eines Analyten. 

26. Verwendung eines Konjugats nach Anspruch 25 in einem Verfahren 
ausgewahlt aus immunologischen Bestimmungsverfahren und 
Nukleinsaure-Hybridisierungsverfahren. 

27. Reagenzienkit zum Nachweis eines Analyten, der neben anderen 
Testkomponenten ein Konjugat nach Anspruch 22 oder 23 oder eine 
Festphase nach Anspruch 24 enthalt. 

28. Verfahren zum Nachweis eines Analyten umfassend die Schritte: 

(a) Bereitstellen einer Festphase, auf der ein analytspezifischer 
Rezeptor immboilisiert ist, 

(b) Inkubieren der Probe mit der Festphase und einem Testrea- 
genz, wobei das Testreagenz einen analytspezifischen modifi- 
zierten loslichen Reaktanden enthalt, der mit einem Poly (C 2 - 
C 3 )-AlkyIenoxid gekoppelt ist, und 

(c) Nachweisen des Vorhandenseins oder/und der Menge des 
Analyten in der Probe. 
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29. Verfahren nach Anspruch 28, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man einen modifizierten loslichen Reaktanden verwendet, der 
eine Markierungsgruppe tragt oder mit einer Markierungsgruppe 
5 reagieren kann. 

30. Verfahren nach Anspruch 29, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man einen modifizierten Reaktanden ausgewahltaus Antikorpern, 
10 Antigenen, Nukleinsauren, Nukleinsaureanaloga und Lectinen 

verwendet. 

31. Konjugate der allgemeinen Formel (IV): 

15 M s -F"-[-(AO) n T] m (IV) 

worin 

nri eine Markierungsgruppe odereine mit einer Markierungsgruppe 

reaktive Gruppe ist, 
20 s eine Zahl von 1 bis 10 ist, 

F" ein losliches Biomolekul ist, das spezifisch mit einem zu 

bestimmenden Analyten reagieren kann und 
AO, n, T und m wie in Anspruch 22 definiert sind. 

25 32. Verwendung eines Konjugats nach Anspruch 31 zur Verringerung der 
unspezifischen Bindung an eine Festphase in einem Verfahren zur 
Bestimmung eines Analyten. 
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33. Verwendung eines Konjugats nach Anspruch 32 in einem Verfahren 
ausgewahlt aus immunologischen Bestimmungsverfahren und 
Nukleinsaure-Hybridisierungsverfahren. 
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34. Reagenziennkit zum Nachweis eines Analyten, der neben anderen 
Testkomponenten ein Konjugat nach Anspruch 32 enthalt. 

35. Verfahren zur Verringerung der unspezifischen Bindung an eine 
5 Festphase beim Nachweis eines Analyten in einer Probe, 

dadurch gekennzeichnet, 

dafS man mindestens ein Reagenz verwendet, welches eine mit einem 
Poly (C 2 -C 3 )-Alkylenoxid gekoppelte Substanz enthalt. 

10 36. Verfahren nach Anspruch 35, 
dadurch gekennzeichnet, 
dalS die Substanz ausgewahlt wird aus 

(i) Blockierungssubstanzen, 

(ii) analytunspezifischen Festphasenreaktanden, 
15 (iii) analytspezifischen Festhasenreaktanden und 

(iv) loslichen Reaktanden. 

37. Reagenzienkit zum Nachweis eines Analyten, umfassend mindestens 
ein Reagenz, welches eine mit einem Poly (C 2 -C 3 )-Alkylenoxid 

20 gekoppelte Substanz enthalt. 

38. Reagenzienkit nach Anspruch 37, 
dadurch gekennzeichnet, 

daft die Substanz ausgewahlt ist aus 
25 (i) Blockierungssubstanzen, 

(ii) analytunspezifischen Festphasenreaktanden 

(iii) analytspezifischen Festhasenreaktanden und 

(iv) loslichen Reaktanden. 
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Zusammenfassung 

Es wird die Verwendung von Polyalkylenoxid-modifizierten Reagenzien in 
Verfahren zum Nachweis eines Analyten oder in fur solche Verfahren 
geeigneten Reagenzienkits offenbart. 

vo 24.07.97 12:54 
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